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RESUMEN
ZEDDAM t-t: LUNA t. CABRERA-LA ROSA te. VARGAS Z. /999. Caracteristicas biológiclIsy
diagnostico inmunolágico de ulla poliedroPirosis nuclear en Spodoptera eridania (Stoll) (Li'pido/'t<'l'a: Noctuulae).
Re!'. per. Ent. 4/.- En una larva muerta de Spodoptera sI" recolectada en un campo de tomate se
encontró un virus de poliedrosis nuclear (VPN). Este virus, denominado SpocNPV. es muy patogénico
tanto a Spodoptcra oclirca (Hampson) como a S. cridanla. En ambas especies. la producción del virus
fue cuantificada en alrededor de 2-3 x 10' cuerpos de inclusión (CI)/larva de quinto o sexto estadío.
Los bioensayos permitieron establecer que la dosis letal media (OL lO ) fue aproximadamente de 8.03 x
10· Cl por larva de tercer cstadío de S. cridania, Se desarrolló una prueba Elisa permitiendo un
diagnóstico precoz de las larvas infectadas con VPN. Adaptaciones de esta técnica permitieron
detectar cantidades menores de 2 x l O" Cl. Mediante el análisis Elisa de 2 ¡!I de la hcmolinfa, el 100
% de [as larvas infectadas fueron diagnosticadas positivas cuatro días después de la ingestión del VPN.
Simultáneamente. la comparación con las observaciones al microscopio de luz sólo permitieron detec-
tar Cl en la hemolinfa de menos del 28 % de estas larvas.
Palabras clave: Baculoviridac, bioensayos, OLSU' especificidad viral, prueba de Elisa, Spoiloptcra
eridania, S. oclirea, virus de la poliedrosis nuclear.
SUMMARY
ZEDDAM t-i, LUNA f, CABRERA-LA ROSA te. VARGAS Z. /999. Btologicaí featurcs IIIItI
immunotogical diagnosis ofa nuclear potyhedrovtrosís 01 Spodoptera eridania (Sto//) (Lepidoptera: Noctuidae).
Rev. pero Ent. 4/.- A dead larva of Spodoptera sI" collected from a tomato field was found infected by a
nuclear polyhedrovirus (NPV). The virus. named SpocNPV. was very pathogenic to both S. ocltrea
(Hampson) and S. eridania. In both specíes, virus production was quantified to be 2-3 x 10"
polyhedra (PIB)/larva of fifth and sixth instars. By bio-assays, the median lethal dose (LD,o) for S.
eridania was estirnated at approximately 8.03 x 10· PlB per third instar larva. An Elisa test was
devcloped for early diagnosis of NPV-infected larvae. Using this techniquc. we werc ablc to dctcct as
low as 2 x 10' PIB. Elisa analysis of hemolymph of infected larvae gave 100 % of positive diagnosis as
earlyas four days after NPV-ingestion. In cornparison, Iight microscopy observations realized simul-
taneously only permíttcd to dctcct PlB in hemolymph of less than 28 % of thcsc larvae.
Key-words: Baculovíridae, bio-assays, Elisa test. LO,u' Nucleopolyhcdrovírus, Spodoptera cridania,
S. ochrca, viral specificity.
Introducción
En el Perú fue aislado un virus de poliedrosis
nuclear (VPN) en poblaciones naturales de
Spodoptera sp. (ZEDDAM et al. 1998). Este.virus
(fig. 1), denominado SpocVPN. demostró ser
patogénico tanto a Spodoptera eridania (Stoll)
como aS. ochrea (Hampson) y por ello, repre-
IRD, 213 rue La Fayette, 75480 París Cedex 10.
Francia.
Centro Internacional de la Papa. Apartado 1558. Lima-
12. Perú.
158
senta un agente promisorio para el control
biológico de estas dos importantes plagas. Ac-
tualmente. en todo el mundo. se comerciali-
za varios bioplaguicidas en base a VPN
patogénicos a distintas especies de Noctuidae
(RIBA & SILVY 1989). Estos productos son una
buena alternativa al uso excesivo de plaguicidas
químicos cuyos efectos colaterales son ahora
conocidos (desarrollo de resistencia en la pla-
ga, contaminación del medio ambiente. etc.).
Para determinar con precisión los parámetros
importantes del sistema hospedero-patógeno,
se ha estudiado la patogenicidad del SpocVPN
estableciendo la DL59 así como se ha estimado
el nivel de produccion del virus en larvas de
ambas especies de Spodoptera. Por otro lado,
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FIGURA 1,- Poliedros del SpocNPV fotografiados con e l micro scopio electrón ico de barrido.
con fines de investigación así como por razones
prácticas, se desarrolló un ensayo inmunológico
con conjugado enz imático (p rueba Elisa) que
permite el di agnóstico de la enfermedad en las
larvas.
Materialesy métodos
Crianza del i nsccto
Se recolectó larvas de S. eridania y S. ochrea
de campos de camote en Vitarte, Lima, y de
tomate en lea, ambas localidades situadas en la
costa central del Perú. De spués de la emergen-
cia de los adultos y su apareamiento , los hue-
vos puestos fueron desinfectados por inmer-
sión en hipoclorito de sodio al 2 %. Las larvas
de esta nueva generación fueron utilizadas
para el establecimiento de un a crianza mas al
libre de VPN. Las larvas , mantenidas en el
Departamento de Entomología de la Universi-
dad Nacion al Agrar ia La Malina (UNALM ),
fueron alimentadas con hoja s de Ricinus
comm unis L. ("higuerilla").
Bioensayos
Para la determinación de la dosis letal me-
dia (DL so) se utilizó larvas de tercer. est.a~ ío de
S. cridania o S. ochrea, colocadas individual-
mente en frascos de plástico y mantenidas a
24 + 2 oc. Se infectó 30 indi viduos con cada
unade las siete do sis de virus evaluadas (487
800, 223 100, 162 600 , 148 000, 46 200, 41
500 Y 2 1 600 cuerpos de inclu sión .lClJllarva,
respectivamente). Se les proporc~ono a las
larvas piezas circulares (5 mm de diámetro) de
hoja de cam ote cuya superficie fue contamina-
da con una determinada can titad de CI. Las
larvas que no con sumieron totalmente el disco
de hoja en las 24 h posteriores fueron descar~a­
das . Las dem ás fueron alimentadas con hojas
no tratadas durante los siguientes 17 días. Se
registró la mortalidad diariam ente. Todas las
larvas muertas fueron observadas para deter-
minar la presen cia de CI utilizando un micr os-
copio de luz . Para cada experim~nto, un trata-
miento testigo (20 a 30 larvas a l llne n ~ad as con
discos de hoj a tratados con agua destilada ) fue
mantenido en paralelo.
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Cuantificación de la producción viral en las larvas
Las larvas de S. eridania y S. ochrea (de
quinto y sexto estadía) muertas por la acción
del virus fueron recolectadas y pesadas indivi-
dualmente, y luego homogenizadas en dodecil
sulfato de sodio al 0,1 %. La cuantificación de
los CI en las suspensiones virales fue realizada
utilizando un microscopio de luz y un
hematocitómetro (Neubauer).
Procedimientos estadísticos
Los datos obtenidos de los bioensayos fue-
ron procesados utilizando el método de análi-
sis probit (FINNEY, 1971) mediante un progra-
ma informático desarrollado por el Centro In-
ternacional de Investigación Agronómica para
el Desarollo (CIRAD) y denominado "Analyse
de la dose lethale 50; version 3.0" (ANGELES &
ALCÁZAR 1996). En este programa, las mortali-
dades obtenidas en los diferentes tratamientos
son corregidas por la fórmula de Anuor (1925).
Producción de antisuero
Se obtuvo el antisuero (AS) contra el
SpocVPN por inyección en conejos con CI
purificados sobre gradiente de sacarosa (ZEDDAM
et al. 199B). Se efectuó tres invecciones
intramusculares a intervalos de 10 d'ías. En la
primera, el virus fue emulsificado en I mi del
adyuvante completo de Freund y en las dos
siguientes con I mi del adyuvante incompleto
de Freund. La recolección del AS fue hecha
sangrando la oreja del conejo 10 días después
de la última inyección del virus.
Técnica Elisa
El método indirecto del ensayo
immunológico con conjugado enzirnát ico
(Elisa) descrito por CROOK & PAYNE (19BO) fue
seguido con ligeras modificaciones. En resu-
men, la adsorción de los antígenos a la superfi-
cie de los hoyos de la placa de microtitulacíón
fue obtenida por incubación durante toda la
noche (a 4 o C) de diluciones apropiadas de las
muestras (suspensiones del virus,
homogenizados larvales o hemolinfa de larvas
infectadas). Luego, los hoyos fueron llenados
con AS (diluido 1/1000 en PBS-Tween) para
una incubación de 2 h a 37 0 C. En la etapa
siguiente, los hoyos fueron llenados con el anti-
IgG conjugado a la fosfatasa alcalina (diluido
1/1000 en PBS-Tween) y dejado en incubación
por 2 h a 37 o C. Finalmente, fue agregado el
sustrato p-nitrofenil fosfato diluido en
dietanolarnina al 9,7 % (pH 9,B) Y se leyó los
valores de absorbancia a 405 nm de longitud
de onda con un espectrofotómetro.
Entre las etapas sucesivas, los hoyos fueron
vaciados y lavados tres veces con PBS-Tween
(0,5 % de Tween BO en tampón fosfato salino,
pH 7,4). Todos los volúmenes fueron de 200
ul,
Para evitar las reacciones cruzadas no espe-
cíficas con los componentes del hospedero, el
AS utilizado para las pruebas fue previamente
adsorbido (v/v) frente a un homogenizado de
larvas sanas de S. ertdania.
Dos modificaciones (SHAMIM et al. 1994)
del método descrito anteriormente fueron ade-
más evaluadas por comparación. En la prime-
ra, previamente a la cubierta del antígeno, los
CI contenidos en las muestras fueron disueltos
a 37 "Ccon carbonato de sodio (Na 2CO]: 1M,
pH 10,5). Después de 20 min de incubación
en presencia del Na.JCO), la neutralización del
pH de las muestras fue obtenida por adición de
HCI (1N). En la segunda modificación, des-
pués del paso de cubierta con el antígeno, se
agregaron 200 ,.d de metanol frío (4 OC) en cada
hoyo y se dejó en reposo durante 10 mino La
combinación de ambas modificaciones (disolu-
ción con carbonato más fijación con metanol)
también fue evaluada. En estas modificacio-
nes, después de un lavado con PBS-Tween, se
siguió los pasos estándar.
Resultadosy discusión
Dosis letal media (DL5U)
Las mortalidades registradas para larvas de
tercer estadía de S. eridania en relación con las
diferentes dosis de virus fueron utilizadas por
el programa informático para el cálculo de la
regresión lineal (dosis vs. mortalidad) cuya
ecuación encontrada fue Y= -I,97B + 1,423 X.
En base a ésto, se determinó la DLso que fue
aproximadamente de BO 225 Cl/larva de tercer
estadía, varíando entre 59 600 a 109 000 el!
larva (tabla 1).
Se observó que los límites fiduciales son
amplios pero estos resultados no son atípicos
cuando se comparan con datos obtenidos de
manera similar por otros autores. Efectiva-
mente, está establecido que la variabilidad den-
tro de un bioensayo o entre diferentes
bioensayos puede ser alta (HUl;HES & WOOD
1981). Por ejemplo, BOUCIAS &NORDIN (1977)
registraron una diferencia de 10 veces entre el
límite superior e inferior de la DLso para larvasde cuarto estadía de Hyphantria cunea, cuyo
valor promedio fue de 2,99 x 104 Cl/larva. En
nuestro estudio, la diferencia entre los valores
de los límites de confianza de la DLso' superior
e inferior, es aproximadamente dos veces.
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TABLA 1.- Dosis letales significativas calculadas para SpocVPN aplicado sobre
larvas de tercer estadio de Spodoptera cridania.
Dosis letal Dosis promedio Límite inferior Límite superior
(Cl/larva)
DL90 638303 363064 I 122203
OL,O 80225 59561 108058
OL,o 20550 12486 33824
TABLA 2a.- Número de poliedros de SpocVPN encontrados en larvas muertas de
Spodoptera cI'idallill y S. ochrea en relación con su estadio y peso.
Especie Estadio Promedio Promedio
CI/larva CI/g de larva
S. eridania V 1.71± 0.38 0.70 ± 0.24
S. ochrea V 1.88± 1.17 0.64 ± 0.33
S. cridania VI 3.86 ± 3.08 0.88 ± 0.67
S. ochrea VI 3.25 ± 1.05 0.83 ± 0.33
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Los resultados obtenidos para la OLso por
S. eridania son cercanos, aunque superiores, a
datos reportados por algunos autores con siste-
mas análogos (un VPN y su hospedero del
género Spodoptera). Así, ICLElN & PODOLER
(1978), trabajando con el VPN de Spodoptera
littoralis, encontraron para la OLsoun valor de
25 800 Cl/larva de tercer estadio de S. littoralis.
Así, se podria considerar que el VPN estudiado
es menos virulento, o que S, eridania es menos
susceptible a la infección viral que los casos en
que la OLso es menor. Sin embargo, hay que
considerar que la O Lsopuede variar de manera
significativa en relación con el sustrato usado.
Entonces. es posible que nuestros resultados
podrían acercarse a promedios menores si se
hubiera evaluado con otra especie vegetal como
alimento tal como lo indican KEATING et al.
(1988) quienes registraron que la influencia de
la planta hospedera sobre la mortalidad parece
estar fuertemente relacionada al pH de los
tej idos de la hoja y al contenido en taninos
hidrolizables de ésta. Así, encontraron que,
para una misma dosis de patógeno, la mortali-
dad se incrementó cuando la acidez y el conte-
nido en taninos disminuyeron. Igualmente,
SANTIAGo-ALVAREz & ORTIZ-GARCÍA (1992) de-
terminaron una OLso de 20 483 CI por indivi-
duo en un bioensayo realizado sobre larvas de
tercer estadio de S. littoralis, usando como
sustrato frejol mientras que en papa encontra-
ron que la OLso para larvas de la misma edad y
especie fue de 7 530 Cl/larva. Estos autores
también encontraron que la OLso es directa-
mente proporcional con la preferencia del in-
secto a una planta determinada. En nuestro
caso, el tomate es la planta hospedera principal
para S. eridania por lo que es probable que la
OLw bajo estas condiciones sea menor.finalmente. una razón por la que la OLso
determinada es ligeramente más elevada que
en otros casos reportados, podría ser porque el
SpocVPN evaluado probablemente no sea un
VPN de S. eridania sino de S. ochrea (ZEDDAM et
al. 1998). Como es en general el caso para los
hospederos secundarios (GRANADOS & FEDERICI
1986), S. ertdania sería entonces menos suscep-
tible al virus que el hospedero de origen.
Producción del virus
Los números de CI encontrados en larvas
muertas de S. eridania y S. ochrea por el efecto
del SpocVPN son presentados en las tablas 2a
y 2b. Las cantidades producidas son muy altas.
en general superiores a 1ü\J PIE por larva de
último estadía (tabla 2a). Las variaciones
entre individuos de la misma edad que algunas
veces son observadas podrían ser una conse-
cuencia de la variabilidad en la susceptibilidad
al virus (algunas larvas mueren antes que otras
y así contienen menor cantidad de virus).
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TABLA 2b.- Promedios de producción de poliedros para Spodoptcra cridania y






S. cridania Larva V 2,04 x lO'! 1,24xlO" - 5,70xlO IU 25400
S. cridania Larva VI 3,05 x io- 6,40xlO" - l,20xlO lIJ 38000
S. odirca Larva V 1,32 X ro- 2,69xlO" - l,20xlO IlJ 16450
S.ochrea Larva VI 2,40 x io- 2,25xlO" - 1,0 lxt O!" 29900
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En general, los contenidos promedios de
CI encontrados a la muerte (tabla 2b) no
fueron muy diferentes entre S. ochrea y S.
eridania, las dos especies conocidas actual-
mente como susceptibles a la infección por el
SpocVPN. Por otra parte, las comparaciones
demostraron que, para ambas especies, la pro-
ducción del virus fue notoriamente mayor en
el sexto estadía que en el quinto. La diferen-
cia fue esencialmente debida a los tamaños
respectivos de las larvas de cada grupo. Efec-
tivamente, cuando la producción viral fue
expresada como cantidad de CI encontrado
por mg de peso del cuerpo, el quinto y sexto
estadías parecen producir cantidades compa-
rables de poliedros.
Expresados como equivalentes en DLso (Eq-
DL so), la producción por larva de S. cridania se
encuentra en el rango entre 20 000 (larvas de
quinto estadía) a 48 000 Eq-DLso (larvas de
sexto estadía) demostrando así el alto nivel de
multiplicación del patógeno en el insecto.
Aunque parezca más susceptible al virus, S.
ochrca no es un hospedero ventajoso en cuanto
a la producción del SpocNPV con respecto a S.
eridania. Así, estos resultados demuestran el
gran potencial de uso de una u otra especie
como hospederos para producir el virus que
podría ser necesario en el futuro para el control
biológico.
Prueba Elisa
a. Suspensión purificada de poliedros
El límite de detección de la prueba estándar
fue de casi 4 x 106 CI/ml (es decir 8 x 10'1CI/
hoyo). Al agregar metanol como se describió
anteriormente, las absorbancias fueron mayo-
res para una misma concentracióh viral y así la
sensibilidad se incrementó (al menos 25 ve-
ces). Estos resultados están en concordancia
con los trabajos hechos por SHAMIM ctal. (1994).
El metanol probablemente permite una mejor
fijación de los CI a los hoyos, lo que reduce las
pérdidas que se presentan durante el proceso
de lavado.
b. Homogenizados de larvas infectadas con
VPN
Aplicando la prueba de Elisa estándar a
homogenizados de larvas muertas por el virus
se detectó la presencia del VPN hasta la dilu-
ción de 4 x 104 (correspondiente a aproxima-
damente 80 /lg de tejido larval/ 200 ul). Cuan-
do se utilizó carbonato de sodio, el límite de
detección alcanzó al menos la dilución IO.J.
Estos resultados concuerdan con los registra-
dos por CROOK & PAYNE (1980), quienes de-
mostraron que la detección del virus de la
granulosis fue claramente favorecida por la
disolución de sus cápsulas con el carbonato.
Los cuerpos de inclusión en disolución permi-
ten liberar muchas moléculas de poliedrina
(que no fueron previamente accesibles al AS) Y
así incrementar el número de lugares antigénicos
potencialmente expuestos al reconocimiento
por el AS.
Cuando la disolución en carbonato fue com-
binada con la fijación en metanol, la prueba de
Elisa dio una reacción positiva al menos por
encima de la dilución 107 , incrementando
drásticamente la sensibilidad del método (por
ejemplo fue posible diagnosticar la presencia
de VPN utilizando sólo 20 ng de larva infecta-
da por el virus/200 ul).
Los resultados obtenidos pueden variar li-
geramente de acuerdo al nivel de infección de
larvas individuales pero dan una buena idea de
la sensibilidad del método estándar y del incre-
mento en la sensibilidad debido a las modifica-
ciones.
Para analizar la precocidad de la prueba
en la detección de la presencia de una infec-
ción viral, las larvas previamente contami-
nadas con SpocVPN fueron evaluadas indi-
vidualmente. Para ésto, se recolectó 2 mI de
hemolinfa de cada individuo punzando cui-
dadosamente el cuerpo en diferentes mo-
mentos después de la infección. De 23
larvas evaluadas, todas murieron finalmente
debido a la virosis.
Los resultados demostraron que el
SpocVPN puede ser detectado precozmente,
utilizando la prueba de Elisa en un estado de
, .
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la enfermedad en que los PIE no pueden ser
todavía observados al microscopio de luz (si
los PIE no están presentes en la hemolinfa, o
si están presentes pero en tan bajas cantidades
que no pueden ser visualizados). Estos datos
coinciden con los obtenidos por KELLY et al.
(1978) con los homogenizados completos de
larvas de Heliothis armigera infectadas por su
propio VPN. Más aún, con el método em-
pleado, es innecesario matar las larvas, lo que
permite seguir el desarrollo de la enfermedad
y llevar a cabo diferentes tipos de estudios de
laboratorio.
Desde el punto de vista práctico, es inte-
resante poder diagnosticar el desarrollo de la
enfermedad en la población plaga algunos
días antes de la aparición de los síntomas
macroscópicos asociados con la virosis y de
la consecuente mortalidad. Por lo que, de
acuerdo a la evolución de la enfermedad en
la población del hospedero -que se puede
determinar con esta prueba- se podría adap-
tar las estrategias de control de la plaga
después de una primera aplicación de virus
(por ejemplo, decidiendo si es necesario re- .
petir una aplicación de virus o usar otros
productos).
Conclusiones
Bajo condiciones de laboratorio, el
SpocVPN es muy patogénico tanto a S. etidania
como a S. ochrea, por lo que parece ser una
buena alternativa a ser utilizada en el control
biológico de estas plagas. Para confirmar los
resultados de los ensayos de laboratorio, se está
desarollando trabajos de campo para evaluar la
eficiencia del SpocVPN en el control de S.
eridauia mediante aplicaciones de suspensiones
acuosas del virus.
Por los resultados obtenidos, las dos espe-
cies parecen ser hospederos adecuados para la
producción masal del SpocVPN. En efecto, a
pesar de la especial precaución que debe tener-
se para limitar el canibalismo, S. ertdania y S.
ochrea son fáciles de criar y de infectar con el
virus (a través de la contaminación del alimen-
to). El tamaño relativamente gr~nde de sus
larvas nos permitió obtener cantidades apre-
ciables del virus, ya que cada larva produjo
suficiente patógeno para provocar potencial-
mente la muerte de varios cientos de indivi-
duos. Además, debido a su polifagia, el desa-
rrollo de una dieta artificial no debería ser
difícil de conseguir, facilitando la mecaniza-
ción y el proceso de producción del virus a gran
escala.
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